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A enzima DNA polimerase é responsável pela síntese de DNA e, além de seu 
papel fundamental na manutenção da integridade da informação genética durante a 
replicação e reparo do DNA, as DNA polimerases são utilizadas como aliadas da 
biotecnologia em ensaios como amplificação e sequenciamento de DNA. A reação 
em cadeia pela polimerase (do inglês Polymerase Chain Reaction ou PCR) é uma 
técnica amplamente utilizada em ensaios de biologia molecular que permite 
amplificar exponencialmente fragmentos de DNA, gerando milhares de cópias de 
uma região de interesse.  Termoestabilidade, alta taxa de extensão e alta fidelidade 
são  propriedades desejadas nas DNA polimerases para assegurar a eficiência e 
confiabilidade dos resultados obtidos em experimentos realizados com essas 
enzimas. Em 1997, uma DNA polimerase termoestável foi isolada do organismo 
hipertermofílico Thermococcus kodakaraensis, apresentando alta taxa de extensão e 
alta fidelidade. Entretanto, o valor comercial de DNA polimerases de alta fidelidade é 
geralmente alto, o que onera o orçamento laboratorial e, muitas vezes, faz com que 
outras enzimas de valor mais baixo e menor fidelidade sejam utilizadas, o que acaba 
comprometendo resultados de experimentos que requerem alta fidelidade. Sendo 
assim, o objetivo desse trabalho foi expressar, em E. coli, a DNA polimerase 
derivada de T. kodakaraensis (KOD) para uso em reações de PCR no ICC – 
Fiocruz/PR. O gene codificante para a DNA polimerase recombinante KOD foi 
clonado no vetor pET28a e expresso em E. coli cepa NiCo(DE3). A proteína 
recombinante foi produzida em sua forma solúvel e purificada por cromatografia nas 
resinas Heparina-Sepharose e Fenil-Sepharose. A proteína mostrou atividade em 
reações de PCR e um tampão de reação foi desenvolvido para o uso da enzima.  















The enzyme DNA polymerase is responsible for DNA synthesis and plays a 
major role on the maintenance of genetic information integrity during DNA replication 
and repairing. Also, DNA polymerases are used in biotechnology in experiments 
such as DNA amplification and sequencing. The Polymerase Chain Reaction or PCR 
is a technique widely used in molecular biology routine, since it allows the 
exponential amplification of DNA fragments, generating millions of copies of a region 
of interest. Thermostability, high extension rate and high fidelity are desired 
properties in DNA polymerases to assure the efficiency and reliability of experiments 
performed with these enzymes. In 1997, a thermostable DNA polymerase from the 
hyperthermophilic organism Thermococcus kodakaraensis was isolated, possessing 
high fidelity and high extension rate. However, the price of the available commercial 
versions of high fidelity enzymes are high, which increases laboratorial cost and 
sometimes forces scientists to use low fidelity enzymes due to their lower price, 
compromising the results of experiments that require high fidelity. Hence, the 
objective of this study was to express, in E. coli, the DNA polymerase from T. 
kodakaraensis (KOD DNA polymerase) for use in PCR reactions at the Carlos 
Chagas Institute/FIOCRUZ - PR. The gene for the KOD DNA polymerase was cloned 
into the pET28a vector and expressed in the E. coli NiCo21 (DE3) strain. The 
recombinant protein was produced in its soluble form and purified by 
chromatographies with the Heparin-Sepharose followed by Phenyl-Sepharose. The 
enzyme showed activity in PCR reactions and a reaction buffer was also developed 
for the use of the enzyme. 
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1.1 REPLICAÇÃO DO DNA 
O DNA (ácido desoxirribunocleico) é onde fica armazenada a informação 
genética das células (AVERY et. al, 1944), a partir do qual são sintetizadas 
moléculas responsáveis por guiar o desenvolvimento e funcionamento de todos os 
seres vivos. Sua replicação ocorre antes de cada divisão celular e seu metabolismo 
é modelado pela necessidade da transmissão fiel desta informação, visto que erros 
na mesma são herdáveis e podem alterar ou eliminar permanentemente funções nas 
células (ALBERTS et. al, 2014).  
O DNA é um longo polímero de nucleotídeos cuja cadeia principal é formada 
por moléculas do açúcar desoxirribose (pentose) e fosfato intercalados unidos por 
ligações fosfodiéster entre o terceiro e o quinto átomos de carbono dos anéis de 
açúcar adjacentes. Ligada à molécula de açúcar está uma das quatro bases 
nitrogenadas, sendo elas adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T) e a 
sequência dessas bases ao longo da molécula de DNA constitui o que é conhecido 
por informação genética (ALBERTS et. al, 2014; NELSON & COX, 2008).  
Na maioria dos organismos, o DNA encontra-se em um par de moléculas 
firmemente associadas formando uma dupla hélice (WATSON & CRICK, 1953) na 
qual nucleotídeos estão unidos a nucleotídeos da mesma cadeia por ligações 
fosfodiéster e a nucleotídeos da cadeia complementar por meio de pontes de 
hidrogênio. As bases nitrogenadas A e G são compostos heterocíclicos chamados 
purinas enquanto que T e C são pirimidinas e cada tipo de base numa cadeia forma 
uma ligação apenas com um outro tipo de base da cadeia complementar, 
comportamento este chamado de complementariedade de bases. Assim, as purinas 
formam pontes de hidrogênio com as pirimidinas e vice versa, sendo que adeninas 
pareiam com timinas enquanto que guaninas pareiam com citosinas. Sendo assim, a 
direção de uma cadeia é oposta à direção da cadeia complementar. Essas direções 
são conhecidas como 5’-3’, ou senso, e 3’-5’, antissenso e o resultado desta 
complementariedade é que a informação contida em uma fita também está contida 
na fita complementar, fato essencial para a replicação do DNA. Como pontes de 




DNA podem ser separadas pela ação de força mecânica ou altas temperaturas 
(ALBERTS et. al, 2014; NELSON & COX, 2008).  
Existem várias moléculas envolvidas na efetiva replicação do DNA. A enzima 
DNA polimerase (Figura 1.1) é responsável pela síntese de DNA a partir de uma fita 
molde, e está presente tanto em células eucarióticas quanto procarióticas. Todas as 
DNA polimerases caracterizadas até hoje não são capazes da síntese de novo de 
uma molécula de polinucleotídeos (KORNBERG & BAKER, 1992) e sim adicionam 
nucleotídeos ao grupamento hidroxila livre da extremidade 3’ de um primer já 
existente. Primers são pequenas sequências de RNA sintetizadas por uma enzima 
chamada primase, sendo assim, utilizadas para a iniciação da síntese de DNA. A 
adição de desoxirribonucleotídeos à extremidade 3’ de um primer é, então, a reação 
fundamental por qual o DNA é replicado. A adição de nucleotídeos é guiada pelos 
nucleotídeos presentes na fita molde, onde ocorre o pareamento entre este 
nucleotídeo e um desoxirribonucleotídeo livre, guiando a formação de uma nova fita 
de DNA (Figura 1.2).  
 
Figura 1.1 – Imagem esquemática representando a enzima DNA polimerase. Fonte: ThermoFisher 









Figura 1.2 – Pareamento de bases entre um desoxirribonucleosídeo trifosfatado adicionado a um 
primer e uma fita molde de DNA. Fonte: Wilson, J.H., Hunt, T. (2002). Molecular biology of the cell, 
4
th
 edition. Garland Science. 
 
Muitas DNA polimerases já caracterizadas apresentam um domínio 
conhecido como exonuclease, o que confere a essas enzimas a capacidade de 
reconhecer e remover nucleotídeos incorporados erroneamente (atividade conhecida 
como proofreading). Após a remoção do nucleotídeo, o nucleotídeo correto é 
inserido e a replicação continua (WILSON & HUNT, 2002). Essa atividade é 
responsável pelo aumento na fidelidade da replicação do DNA. 
1.2 A ENZIMA DNA POLIMERASE NA PESQUISA CIENTÍFICA 
Múltiplas DNA polimerases já foram identificadas em diferentes organismos, 
compartilhando a função fundamental de sintetizar uma cadeia de 





Além do papel fundamental na manutenção da integridade da informação 
genética durante a replicação e reparo do DNA, as DNA polimerases são 
amplamente utilizadas como aliadas da biotecnologia, em ensaios como clonagem 
de DNA e sequenciamento (SONOKO & YOSHIZUMI, 2014). A técnica de reação 
em cadeia pela polimerase (do inglês polymerase chain reaction ou PCR) é 
amplamente utilizada em ensaios de biologia molecular. Quando primeiramente 
desenvolvida, um grupo de pesquisa teve a ideia de criar uma reação capaz de 
amplificar exponencialmente fitas de DNA. Considerando o funcionamento das DNA 
polimerases, os pesquisadores tiveram a ideia de obter de modo sintético dois 
primers diferentes, um complementar à extremidade 5’ – 3’ de um fragmento de DNA 
e outro complementar à extremidade 3’ – 5’ e, então, realizar múltiplos ciclos de 
desnaturação da dupla hélice de um DNA molde por aumento na temperatura, 
seguidos de um ciclo de anelamento dos primers à fita molde e polimerização, 
gerando milhares de cópias do fragmento de interesse (MULLIS et. al, 1986). Nesse 
experimento, a enzima utilizada foi a DNA polimerase de E. coli, que quando 
submetida a temperatura de separação das fitas de DNA de 95°C, sofre 
desnaturação e perde sua atividade. O primeiro termociclador foi então criado, com 
a função de adicionar novas quantidades de enzima após cada ciclo de aumento de 
temperatura (MULLIS et. al, 1986).  
1.2.1 DNA POLIMERASES TERMOESTÁVEIS  
Poucos anos após a invenção da PCR, em 1988, do mesmo grupo surgiu a 
ideia de utilizar uma DNA polimerase termoestável do microrganismo Thermus 
aquaticus (termófilo extremo do domínio Archaea) (CHIEN,  EDGAR & TRELA, 
1976), cuja temperatura ótima de funcionamento é de 72°C, sendo capaz de resistir 
à alta temperatura dos ciclos requeridos à separação das fitas de DNA. Assim, 
seguidos ciclos de amplificação poderiam ser realizados sem a necessidade de 
adição de nova quantidade de enzima (SAIKI et. al, 1988). Desde então, diferentes 
enzimas com capacidade de resistir a altas temperaturas foram caracterizadas e 
desenvolvidas para uso em laboratório, a partir de diferentes origens e com 
propriedades diferentes. 
As diferentes propriedades entre essas moléculas são: i) a taxa ou 
velocidade de elongação, que se refere à velocidade com qual a enzima estende 




uma unidade de polimerase é definida pela quantidade necessária da enzima para 
sintetizar 10 nmoles de produto em 30 minutos (LAWYER et. al, 1989); iii) a 
processividade, que se refere a habilidade da DNA polimerase de permanecer ligada 
à fita molde, medida pelo comprimento da fita de nucleotídeos que são 
polimerizados ou modificados sem dissociação da enzima, podendo depender não 
só da natureza da enzima como da sequência de DNA molde e condições da reação 
como concentração de sal e presença de proteínas específicas (STRYER, BERG, & 
TYMOCZKO,  2002) e iv) a fidelidade, que se refere à acurácia da polimerização a 
partir da fita molde, tipicamente medida pela taxa de erro da enzima, ou seja, 
nucleotídeos incorporados que não correspondem ao complementar à fita molde. A 
acurácia dessas enzimas é mantida tanto pela atividade das mesmas quanto pela 
presença de atividade exonuclease 3’–5’. O termo “alta fidelidade” ou do inglês high 
fidelity, corresponde a uma taxa de erro de menos de 4,45 x 10-6 mutações por 
nucleotídeo inserido. Essa taxa pode ser medida por ensaios como o método 
Kunkel, que utiliza porções do gene lacZα no bacteriofago M13 para correlacionar 
diferenças de cor das colônias transformadas com erros na síntese do DNA 
(TINDALL & KUNKEL, 1988), ou para uma análise mais direta pode-se ser realizado 
o sequenciamento individual de fragmentos amplificados, onde todas as mutações 
poderão ser identificadas.  
A enzima do microrganismo T. aquaticus foi chamada de Taq DNA 
polimerase e passou a ser amplamente utilizada e purificada, substituída em 1989 
pela proteína recombinante expressa em E. coli, chamada comercialmente de 
AmpliTaq DNA polimerase (LAWYER et al., 1989). A enzima Taq DNA polimerase, 
porém, não dispõe de atividade exonuclease 3’-5’ (proofreading) e, assim, não 
possui a capacidade de excisão de nucleotídeos adicionados erroneamente 
(TINDALL & KUNKEL, 1988). A taxa de erro estimada (mutações por nucleotídeo 
adicionado por ciclo) dessa enzima é de 2 x 10-4 (SAIKI et al., 1988; KEOHAVAONG 
& THILLY, 1989), o que dificultou a aplicação da técnica a experimentos que 
requeriam alta fidelidade (REISS et al., 1990).  
Surgiu então a enzima Pfu DNA polimerase, extraída do organismo 
Pyrococcus furiosus, outra espécie extremofílica do reino Archaea (FIALA & 
STETTER, 1986) que apresenta atividade exonuclease 3'-5’. Em reações de PCR 
com a enzima Pfu foi possível obter produtos com menos de 10% do número de 




Taq DNA polimerase, como demonstrado por LUNDBERG  e colaboradores (1991) 
e, posteriormente confirmado por CLINE e colaboradores (1996). Em contrapartida, 
a taxa de extensão da enzima Pfu é  menor do que aquela da Taq DNA polimerase, 
fazendo necessário que o passo de extensão da reação de PCR chegue a ser duas 
vezes mais longo que aquele da enzima Taq DNA polimerase (LUNDBERG et al., 
1991; KIM et al., 2008).  
Uma ideia para superar esses obstáculos e unir as vantagens de ambas as 
enzimas foi combiná-las em uma única reação de PCR, desenvolvida na técnica 
conhecida como PCR-LA (do inglês long and accurate) (BARNS, 1994). Porém, 
quando se utiliza duas enzimas com propriedades diferentes podem ocorrer 
discrepâncias na performance das mesmas, levando a dúvidas quanto a 
manutenção da alta taxa de extensão presente na Taq e alta fidelidade presente na 
enzima Pfu (ISHINO & ISHINO, 2014).  
Considerando essas informações, existia uma demanda em aberto por uma 
polimerase termoestável que exibisse ambas as vantagens. Então, em 1997 foi 
isolada uma DNA polimerase de outro microrganismo hipertermofílico, 
Thermococcus kodakaraensis, cepa KOD1, que exibe ambas as vantagens aqui 
expostas (alta taxa de extensão e alta fidelidade) (TAKAGI et al., 1997), cujo gene 
foi posteriormente expresso em E. coli (KITABAYASHI et al., 2001). Essa enzima 
apresenta uma taxa de extensão de pelo menos 30 bases/segundo e atividade 
exonuclease 3’ – 5’. De acordo com a literatura, a taxa de extensão de outras DNA 
polimerases é de 24.8 bases/segundo para Pfu polymerase, 23.3 bases/segundo 
para Deep Vent polimerase (DNA polimerase de Thermococcus litoralis) e 61.0 
bases/segundo para Taq polimerase (KITABAYASHI et al., 2001). A tabela 1.1 
contem informações sobre as enzimas Taq DNA polimerase, Pfu DNA polimerase e 
Platinum PfxTM DNA polimerase. 
 












Presença de domínio 
exonuclease 3’ – 5’ 





a Taq DNA polimerase 
- 19x 26x 
Tempo de extensão 
(segundos/kb) 
60 s/kb 60 - 120 s/kb 60 s/kb 
Tabela 1.1 – Tabela comparativa entre as DNA polimerases Taq, Pfu e Platinum Pfx
TM
.  
Sendo assim, a DNA polimerase derivada de T. kodakaraensis  parece ser a 
mais indicada para uso em diversas aplicações realizadas no dia-a-dia de 
laboratórios de pesquisa do Instituto Carlos Chagas – Fiocruz/PR. A forma comercial 
da DNA polimerase KOD recombinante oferece um kit de amplificação de ácidos 
nucleicos que consiste nos quatro tipos de dNTP (dATP, dGTP, dCTP e dTTP ou 
dUTP); cátion divalente (Mg+2) que atua como cofator de DNA polimerases; a DNA 
polimerase termoestável e solução tamponante. Além desses componentes há a 
necessidade de um par de primers, complementares às fitas senso e antissenso de 
diferentes sequências alvo que devem se anelar às mesmas para a iniciação da 
reação. 
Em contrapartida, o valor da enzima similar disponível comercialmente é  
alto, (R$ 1,748.00,  quantidade suficiente para 200 reações), ou seja, 
aproximadamente R$ 8,50 por cada reação realizada  (ThermoFisher Scientific, Cat. 
12344024). A demanda por grandes quantidades dessa enzima acaba onerando o 
orçamento laboratorial, pois se torna imprescindível a amplificação de genes sem 
mutações para a expressão em diversos sistemas biológicos (bactéria, levedura, 
células de inseto, tripanossomatídeos, etc). Na ausência dessa enzima, a maioria 
dos experimentos acaba sendo realizada com outras enzimas como a Taq DNA 
polimerase, o que compromete o resultado de experimentos que requerem alta 
fidelidade. 
2 OBJETIVO GERAL 
Expressar, em E. coli,  a   DNA polimerase derivada de T. kodakaraensis 
(KOD) para uso em reações de PCR no ICC – Fiocruz/PR. 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Produzir a DNA polimerase KOD em E. coli a partir da expressão do gene 




 Purificar a proteína recombinante em larga escala utilizando técnicas 
cromatográficas; 
 Definir as condições ótimas de reação e de solução tamponante para reações 
de PCR usando a proteína recombinante. 
3 METODOLOGIA 
3.1 OBTENÇÃO DO GENE SINTÉTICO  PARA A DNA POLIMERASE DE 
THERMOCOCCUS KODAKARAENSIS  KOD1 
A sequência nucleotídica que codifica a DNA polimerase KOD (número de 
acesso GenBank AAE68738.1) (Figura 3.1) foi enviada para produção de gene 
sintético na empresa Genscript (EUA) com otimização de códons para expressão em 
E. coli. A sequência sintética contem também o sítio para a enzima de restrição XbaI 
(GGATCC) na extremidade 5’, seguido de um sítio para ligação do ribossomo (RBS, 
ribosome binding site, GAAGGAG) e o sítio BamHI (GGATCC) na extremidade 3’.  O 





Figura 3.1- Sequência nucleotídica codificante para a DNA polimerase derivada de T. kodakaraensis. 
Em verde está representado o códon de início da transcrição, em azul o sítio da enzima de restrição  
XbaI e em ciano o sítio para a enzima de restrição BamHI. 
3.2 CLIVAGEM DO VETOR DE EXPRESSÃO PET28A PARA CLONAGEM 
DO GENE KOD1 
O vetor pET28a foi submetido à restrição com a enzima BamHI nas 
seguintes condições de reação: 1,5 g de vetor; Tampão NEB BamHI (New England 
Biolabs, EUA) 1x; 1l (20 unidades) de BamHI (New England Biolabs); BSA 
(Albumina Sérica Bovina) 1x e água ultra-pura q.s.p 40 l. A reação foi incubada a 
37°C por 3 h. A digestão do plasmídeo foi confirmada por eletroforese em gel de 
agarose 0.8% em TBE 1x (Tris 89 mM, EDTA 1 mM, ácido bórico 89 mM). Em 
seguida foi realizada a purificação do vetor linearizado com kit de purificação de 
DNA QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Alemanha), segundo protocolo 




O vetor linearizado com BamHI (pET28a/BamHI) foi submetido à digestão 
com a enzima XbaI nas seguintes condições de reação: Todo o volume recuperado 
da purificação do vetor linearizado pET28a/BamHI; Tampão NEB 4 (New England 
Biolabs) 1x; 1l (20 unidades) de XbaI (New England Biolabs); BSA 1x e água ultra-
pura q.s.p 30 l. A reação foi incubada a 37°C por 2 h. Em seguida foi realizada a 
purificação do vetor pET28a/BamHI/XbaI com kit de purificação de DNA QIAquick 
PCR Purification Kit (Qiagen) segundo protocolo recomendado pelo fabricante. 
3.3 CLIVAGEM DO PLASMÍDEO PUC57 CONTENDO O GENE DA 
POLIMERASE KOD1 COM BAMHI E XBAI 
O plasmídeo pUC57/KOD1 (3 g) foi digerido com 20 unidades de BamHI e 
20 unidades de XbaI como descrito no item 3.2.  
3.4 REAÇÃO DE LIGAÇÃO 
O vetor pET28a/BamHI/XbaI foi ligado com o gene codificante para DNA 
polimerase KOD1 nas seguintes condições de reação: 60 ng de 
pET28a/BamHI/XbaI; Tampão T4 DNA ligase 1x (250 mM Tris-HCl pH 7.6, 50 mM 
MgCl2, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25% polietileno glicol-8000) (Invitrogen, EUA); 1 
unidade de T4 DNA ligase (Invitrogen); 120 ng do inserto e água ultra-pura q.s.p 10 
l. Foram realizados controles para verificar a eficiência da dupla digestão de 
pET28a, onde o vetor linearizado foi incubado na presença ou ausência de T4 DNA 
ligase e de inserto. As reações foram incubadas a 16°C durante 16 h. O diagrama do 






Figura 3.2 – Diagrama do vetor pET28a com gene codificante a DNA polimerase KOD1. 
3.5 TRANSFORMAÇÃO DE E. COLI TOP10 E EXTRAÇÃO DE DNA 
PLASMIDIAL 
A cepa E. coli TOP10 cálcio-competente foi submetida a transformação com 
a ligação pET28a/BamHI/XbaI + KOD1/BamHI/XbaI por choque térmico nas 
seguintes condições: Todo o volume da ligação (10 l) foi adicionado a 80 l de 
suspensão bacteriana. O material foi incubado em banho de gelo por 30 minutos e 
submetido a choque térmico a 42°C por 2 minutos. Foi adicionado 1 ml de meio 
Luria-Bertani (LB)  e a cultura foi incubada a 37°C sob agitação de 200 rpm por 1 h. 
Após esse período,  alíquotas de 50, 100 e 200 l da cultura foram semeadas em 
placas de Petri com meio LB sólido contendo o antibiótico Kanamicina (25 g/ml) 
(LB/KANA). As placas foram incubadas a 37°C durante 16 h. 
3.6 SELEÇÃO DE CLONES RECOMBINANTES. 
As colônias presentes nas placas foram transferidas para uma placa mãe 
(master plate) de LB/KANA e analisadas para a presença do inserto (gene pol 
KOD1) através da técnica de palitagem. Esta técnica foi realizada transferindo as 
colônias de bactérias transformadas para tubos com capacidade de 200 l com o 
auxílio de palitos de madeira (uma colônia por tubo). Em seguida, as bactérias foram 




mM e azul de bromofenol) à 65ºC por 10 minutos. As amostras foram analisadas por 
eletroforese em gel de agarose 0.8% juntamente com o controle negativo (plasmídeo 
sem a modificação). Um clone positivo foi propagado em 4 ml de meio LB/KANA 
para purificação plasmidial com o kit QIAprep spin miniprep (Qiagen) segundo as 
recomendações do fabricante. O plasmídeo recombinante foi chamado de 
pET28a_KOD1. 
3.7 TRANSFORMAÇÃO DE E. COLI NICO21(DE3) COM O PLASMÍDEO 
PET28A_KOD1 E EXPRESSÃO DA POLIMERASE KOD1 
A cepa quimio-competente E. coli NiCo21(DE3) (New England Biolabs) foi 
submetida a transformação com 10 ng do plasmídeo pET28a_KOD1 por choque 
térmico nas condições descritas no item 3.5. 
Cinco colônias foram inoculadas em 2 ml de meio LB/KANA. Essas culturas 
(pré-inóculos) foram incubadas a 37°C sob agitação de 200 rpm por 16 h. Alíquotas 
de 200 l dos pré-inóculos foram adicionados a 2 ml de meio LB/KANA, em 
duplicatas, e incubados a 37°C sob agitação de 200 rpm por 1 h. Isopropil β-D-1-
tiogalactopiranosídeo (IPTG) a concentração final de 1 mM foi adicionado em um 
dos tubos de cada inóculo e as culturas foram incubadas novamente a 37°C (200 
rpm por 6 h). As culturas foram então submetidas a centrifugação a 17.500 x g por 3 
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano foi ressuspendido em 
75 l de tampão Tampão fosfato-salino (PBS) e lisado com a adição de 25 l de 
tampão de amostra 4x (Tris-HCl 40 mM pH 6.8, SDS 1%, β-mercaptoetanol 2,5%, 
glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%). As amostras foram desnaturadas a 100°C 
por 10 minutos e analisadas por gel SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue.  
3.8 AVALIAÇÃO DA SOLUBILIDADE DA PROTEÍNA RECOMBINANTE.  
Uma das colônias positivas para expressão da proteína recombinante foi 
inoculada em 2 ml de meio LB/KANA como descrito no item 3.7. 1 ml do pré-inóculo 
foi adicionado a 10 ml de meio LB/KANA, a cultura foi então incubada a 37°C e a 
expressão da proteína recombinante foi induzida com IPTG como descrito no item 
3.7. As bactérias foram coletadas por centrifugação a 12.000 x g por 10 minutos e o 
pellet foi ressuspendido em 2 ml de tampão PBS. Foi adicionado 1mM do inibidor de 
protease PMSF (fluoreto de fenilmetanilsulfonil) pH 7.5 e as amostras foram 




lisado foi distribuído em 2 tubos de microcentrífuga de 1.7 ml e centrifugado a 
17.500 x  g por 2 minutos. O sobrenadante (fração solúvel) foi recolhido e o pellet 
(fração insolúvel) de cada tubo foi ressuspendido em 1 ml de tampão PBS. As 
amostras foram analisadas por gel SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue. 
3.9 PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA DNA POLIMERASE KOD 
RECOMBINANTE  
O sobrenadante pós-sonicação foi incubado a 70°C por 1 h com o intuito de 
desnaturar proteínas nativas de E. coli, exceto a polimerase recombinante KOD1 
termoestável, e posteriormente centrifugado a 5.000 x g por 2 min. O sobrenadante 
foi coletado e analisado em gel SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue. 
3.9.1 TESTES DE LIGAÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE A RESINAS 
CROMATOGRÁFICAS 
Diferentes resinas cromatográficas foram usadas para definição da 
estratégia de purificação da polimerase recombinante. Para isso, foi realizada nova 
indução da proteína recombinante em volume de 500 ml como descrito em 3.7. A 
cultura foi dividida em três alíquotas (que serão chamadas de culturas 1, 2 e 3) e a 
separação das frações solúvel e insolúvel foi realizada por sonicação como descrito 
no item 3.8 nos tampões demonstrados na tabela 3.1.  
 Cultura 1 Cultura 2 Cultura 3 
Tampão 1A 2A 3A 
Composição 
20 mM Tris-HCl pH 
8; 
50 mM NaCl; 
7 mM 2-
mercaptoetanol;  
0,5 mM Fluoreto de 
fenilmetanilsulfonil 
(PMSF) 
20 mM Tampão 
fostato pH 6.8; 
50 mM NaCl; 
7 mM 2-
mercaptoetanol; 
0,5 mM PMSF 
20 mM Tris-HCl pH 
8; 
1 M (NH4)2SO4; 
7 mM 2-
mercaptoetanol; 
0,5 mM PMSF 
Tabela 3.1 – Tampões de ressuspensão de cada uma das três alíquotas da cultura de 500 ml. 
As frações solúveis coletadas pós-sonicação foram incubadas a 70°C por 1 
h e posteriormente centrifugadas a 5.000 x g por 2 min. Os sobrenadantes foram 




O sobrenadante proveniente da cultura 1 foi submetido à cromatografia 
aniônica em resina Dietilaminoetil-celulose (DEAE-C) nas seguintes condições: A 
resina DEAE-C (~100 l) foi equilibrada com três lavagens de 1 ml de tampão 1A. 
Entre as lavagens foi realizada sedimentação da resina por centrifugação a 6.000 x 
g por 15 segundos. A ligação da amostra foi realizada com 500 l do sobrenadante 
pós-incubação a 70°C da cultura 1, que foi incubado com a resina a 4°C sob 
agitação de 20 rpm por 30 minutos seguido de centrifugação a 6000 x g por 15 
segundos. O sobrenadante (não-ligado) foi coletado para posterior análise e foram 
realizadas três lavagens com 500 l do tampão 1A. Entre as lavagens foram 
realizadas centrifugações a 6000 x g por 15 segundos e os sobrenadantes foram 
coletados para posterior análise. Em seguida foram realizadas duas eluições com 
200 l do tampão 1B (20mM Tris-HCl pH 8, 1 M NaCl, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0.5 
mM PMSF). Entre as eluições foram realizadas centrifugações a 6000 x g por 15 
segundos e os sobrenadantes foram coletados. As frações coletadas foram 
analisadas em gel SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue. 
O sobrenadante proveniente da cultura 2 foi submetido a cromatografia de 
troca catiônica em resina Carboximetil-celulose (CMC) e a cromatografia de 
afinidade não-seletiva em resina Heparina-sepharose nas condições descritas 
acima. A etapa de equilíbrio da resina e as lavagens foram realizadas com o tampão 
2A e as eluições no tampão 2B (20 mM Tampão fostato pH 6.8, 1 M NaCl, 7 mM 2-
mercaptoetanol, 0.5 mM PMSF). As frações coletadas foram analisadas em gel 
SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue. 
O sobrenadante proveniente da cultura 3 foi submetido a cromatografia de 
interação hidrofóbica em resina Fenil-Sepharose nas condições descritas acima. O 
equilíbrio da resina e as lavagens foram realizadas com o tampão 3A e as eluições 
no tampão 3B (20 mM Tris-HCl pH 8, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0.5 mM PMSF, 
glicerol 20%). As frações coletadas foram analisadas em gel SDS-PAGE 10% 
corado com Comassie blue. 
3.9.2 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE NÃO-SELETIVA 
Os resultados das cromatografias citadas no item 3.9.1 foram analisados e 




resina Heparina-sepharose. Foi realizada nova indução da proteína recombinante 
como descrito em 3.7 em um volume de 1.5 L. O pellet bacteriano foi ressuspendido 
no tampão 2A (tabela 3.1) e a lise foi realizada em microfluidificador (Microfluidics, 
USA) (80 psi) até que fosse observada a perda de turbidez da amostra. Em seguida 
foi realizada centrifugação da amostra  a 30000 x g por 20 minutos e o sobrenadante 
foi coletado, incubado a 70°C por 1 h e posteriormente centrifugado a 20.000 x g por 
20 min.  
O sobrenadante (aproximadamente 35 ml) proveniente da incubação foi 
coletado e submetido à cromatografia de afinidade não-seletiva pela coluna HiTrap 
Heparin 5 mL (GE Healthcare, Reino Unido) no sistema de purificação ÄKTA (GE 
Healthcare). A coluna foi equilibrada com 4 volumes de coluna (VC) do tampão de 
corrida 2A em fluxo de 2 ml/minuto e a injeção da amostra (34 ml) foi realizada em 
fluxo de 1 ml/minuto. O material que não se ligou à resina (flowthrough) foi coletado 
em frações de 5 ml e a lavagem foi realizada com 2 VC do tampão 1A, também 
coletados em frações de 5 ml. A etapa de eluição teve dois segmentos. No 
segmento 1, realizado com 10 VC, foi realizado gradiente linear de 0 a 50% entre o 
tampão de baixa concentração de sal 2A (NaCl a 50 mM) e o tampão de alta 
concentração salina 2B (NaCl a 1 M) enquanto que o segmento 2, realizado com 5 
VC, correspondia ao gradiente linear de 50 a 100% entre os tampões 2A e 2B. Ao 
final do segmento 2 foi realizada eluição final com 5 VC de 100% do tampão de 
eluição 2B. Foram coletadas frações de 1,5 ml. A coluna foi reequilibrada com o 
tampão 2A e as amostras coletadas foram analisadas em gel SDS-PAGE 10% 
corado com Comassie blue. 
3.9.3 CROMATOGRAFIA DE INTERAÇÃO HIDROFÓBICA 
As frações 40 a 48 do eluato da purificação realizada no item 3.9.2 foram 
coletadas e a concentração de sulfato de amônio foi ajustada para 1 M. A amostra 
foi centrifugada a 30.000 x g por 20 minutos e submetida a cromatografia de 
interação hidrofóbica na coluna HiTrap Phenyl-sepharose 5 ml (GE Healthcare) no 
sistema de purificação ÄKTA (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com 4 VC do 
tampão de corrida 3A e a injeção da amostra (~ 7 ml) foi realizada em fluxo de 1 




a lavagem foi realizada com  2 VC do tampão 3A (tabela 3.1) coletados em frações 
de 7 ml.  
A etapa de eluição foi realizada com 15 VC em um gradiente linear 
correspondente a 0 - 100% de mistura entre o tampão de alta concentração salina 
3A ((NH4)2SO4 1 M) e o tampão de baixa concentração salina 3B, coletada em 
frações de 1,5 ml. Ao final do segmento foi realizada eluição final com 3 VC de 100% 
do tampão 3B e a coluna foi reequilibrada com o tampão 3A. As amostras coletadas 
foram analisadas em gel SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue. 
As frações 36 a 44 do eluato foram coletadas e concentradas com o uso de 
filtro Amicon® Ultra-0.5 ml 50K (Millipore, USA), segundo recomendações do 
fabricante. A amostra foi então dialisada no tampão de armazenamento (storage 
buffer) 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, e glicerol 
50% em  filtro Microcon® 50K como descrito acima. O volume recuperado foi de 
aproximadamente 200 l. 
3.10 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DA DNA POLIMERASE RECOMBINANTE 
Foram realizadas as seguintes diluições da amostra recuperada do item 
3.9.2: 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20 em tampão de armazenamento. Em seguida foram 
realizadas reações de PCR para amplificação de um fragmento de 
aproximadamente 300 pb nas seguintes condições: 50 ng de DNA molde; 10 pmol 
de Primers F e R flanqueando a região; 200 M de dNTPs; 1.5 mM MgSO4; Pfx 
AmplificationTM mix de reação (Invitrogen) 1x e água ultra-pura  q.s.p. 50 l. Para 
cada uma das reações se utilizou 1 l de cada diluição, totalizando 5 reações teste. 
O DNA molde utilizado foi um plasmídeo bacteriano purificado. Foi realizada uma 
reação de controle negativo com adição de todos os componentes exceto a enzima. 
A reação foi realizada nas seguintes condições:  
Desnaturação       95°C - 3 min 
Desnaturação                  95°C - 30 s 
Anelamento de primers   55°C - 20 s  x 35 
Extensão                         68°C - 30 s 




As amostras foram analisadas em gel de agarose 1%. 
Posteriormente foi realizada nova PCR somente com a diluição 1:20 para 
amplificação de um fragmento de aproximadamente 750 pb nas condições descritas 
acima. Foi novamente utilizado DNA circular purificado como molde. Foi realizada 
uma reação de controle negativo com adição de todos os componentes exceto a 
enzima e a reação foi realizada nas seguintes condições:  
Desnaturação        95°C - 3 min 
Desnaturação                  95°C - 30 s 
Anelamento de primers   59°C - 20 s  x 35 
Extensão                         68°C - 1 min 
Extensão                         68°C - 7 min 
As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%. 
3.11 DEFINIÇÃO DE TAMPÃO DE REAÇÃO PARA PCR COM A PROTEÍNA 
RECOMBINANTE 
 Foram preparados 20 ml do tampão 10x de reação 200 mM Tris-HCl (pH 8, 
25°C), 100 mM KCl, 1% Triton X-100, 100 /ml BSA com reagentes livres de RNAse. 
A presença do sal KCl em tampões de reação para PCR é importante pois o KCl 
atua neutralizando a carga presente no backbone do DNA, que pode interferir no 
anelamento de primers à fita molde. O detergente Triton X-100 é utilizado com o 
intuito de aumentar o rendimento e reduzir a ocorrência de amplificação inespecífica 
e o uso de BSA pode combater a influência de contaminantes como compostos 
fenólicos na reação (CHENG et. al., 1995). Paralelamente, foi preparado o tampão 
descrito acima com adição de 60 mM (NH4)2SO4, que é indicado por prevenir ligação 
inespecífica entre primers e a fita molde. 
Foram realizadas duas reações de PCR para amplificação de um fragmento 
de aproximadamente 300 pb como descrito no item 3.10 em que o tampão Pfx 
AmplificationTM mix de reação (Invitrogen) foi substituído pelos tampões preparados 
como descrito acima, sem e com a adição de (NH4)2SO4, respectivamente. As 




4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 EXPRESSÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE E AVALIAÇÃO DE 
SOLUBILIDADE 
Extratos bacterianos provenientes de E. coli NiCo21 expressando a 
polimerase KOD1 foram analisados em gel SDS-PAGE 10%. Conforme podemos 
observar no gel corado com Comassie blue, nas amostras induzidas com IPTG 1 
mM ocorre aparecimento de uma banda de aproximadamente 90 kDa, compatível 
com a massa molecular da DNA polimerase KOD1, indicando que a expressão da 
polimerase em E.coli foi bem sucedida (Figura 4.1). 
 
Figura 4.1 - Extratos bacterianos provenientes um clone de E. coli NiCo21 não induzido e cinco 
clones induzidos (CL. 1 – 5) para a expressão da DNA polimerase KOD1. A seta azul representa a 
banda de aproximadamente 90 kDa referente à massa molecular da proteína recombinante. 
Em seguida foi avaliada a solubilidade da proteína recombinante, para 
verificar se a mesma não se encontrava em corpúsculos de inclusão (forma 
insolúvel). A análise por SDS-PAGE das frações solúvel e insolúvel de extrato 
bacteriano submetido a lise por sonicação mostrou que a proteína recombinante 





Figura 4.2 – Avaliação de solubilidade do extrato proteico de célula expressando a DNA polimerase 
KOD1 recombinante por SDS-PAGE 10%. A seta azul indica a posição da banda referente à 
polimerase KOD1. 
4.2 PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA DNA POLIMERASE RECOMBINANTE 
A fração solúvel coletada após a lise bacteriana foi incubada a 70°C por 1 h 
com o objetivo de desnaturar proteínas de E. coli, exceto a polimerase recombinante 
KOD1 devido à sua esperada termoestabilidade. Análise por SDS-PAGE 10% 
corado com Comassie blue mostrou que, como esperado, a incubação não levou a 





Figura 4.3 – Análise por SDS-PAGE da fração solúvel do extrato proteico  contendo a DNA 
polimerase KOD1 recombinante antes (pré-incubação) e após a desnaturação a 70°C por 1 h (pós-
incubação). A seta azul indica a posição da banda de aproximadamente 90 kDa, referente à 
polimerase KOD1. 
4.2.1 TESTES DE LIGAÇÃO A RESINAS 
Para definição da estratégia de purificação a ser seguida foram testadas as 
cromatografias de troca iônica, de interação hidrofóbica e de afinidade não seletiva. 
A cromatografia de troca iônica possibilita a separação de moléculas 
ionizáveis com base em sua carga total, manipulada pela mudança de pH (NINFA & 
BALLOU, 1998). O ponto isoelétrico (pI), ou pH em que a DNA polymerase KOD 
apresenta carga elétrica líquida igual a zero é calculado como 7.1 (Software 
SnapGene), ou seja, em solução com pH maior que 7.1, a proteína deverá estar 
carregada negativamente, enquanto que em pH menor que 7.1, positivamente. 
Foram testadas as resinas de troca aniônica Dietilaminoetil celulose (DEAE-C) a pH 
8 e troca catiônica Carboximetil-celulose (CMC) a pH 6.8. Baseado no pI da proteína 
de interesse, o esperado era que ocorresse interação da proteína recombinante com 
ambas as resinas. Como pode ser observado na na figura 4.4-A, houve ligação da 
proteína de interesse à resina DEAE-C (lanes eluição 1 e eluição 2), porém 
tmambém houve presença da proteína na fração não-ligado, o que pode ter sido 
resultado de saturação da resina. Apesar da interação da proteína de interesse, 
houve presença de contaminantes no eluato, inclusive de uma banda de 
aproximadamente 55 kDa com maior presença que a proteína de interesse, 
possuindo provável maior afinidade pela resina. Para a resina CMC, ao contrário do 
esperado, não houve interação da DNA polimerase KOD, como pode ser observado 
pela ausência de uma banda de aproximadamente 90 kDa nas lanes eluição 1 e 
eluição 2 da figura 4.4-B, fato que pode dar-se pela pouca diferença entre o pI da 
proteína (7.1) e o pH utilizado na cromatografia (6.8), que provavelmente não gerou 
carga positiva suficiente para a interação entre a proteína e a resina. Também pode 
ser observado pela ausência total de bandas nas frações correspondentes aos 
eluatos que, além da proteína de interesse não ter interagido com a resina, também 
não houve interação dos contaminantes. 
A cromatografia de interação hidrofóbica separa as proteínas baseadas em 




tampão de alta força iônica, já que a presença de íons pode levar a desnaturação 
parcial de uma proteína e a exposição de seus resíduos hidrofóbicos. A medida que 
se utiliza um tampão com menor força iônica, as proteínas que se encontram ligadas 
na fase estacionária voltam para sua configuração nativa, o que diminui a exposição 
dos resíduos hidrofóbicos e facilita a eluição de proteínas diferentes dependendo de 
sua hidrofobicidade (BUILDER, 1993). Para isso, foi utilizada a resina fenil-
sepharose, em que foi observada tanto a ligação da proteína de interesse quanto 
dos contaminantes da amostra (figura 4.4-C).  
A resina de afinidade não seletiva Heparina-sepharose é utilizada na 
purificação de proteínas que se ligam ao DNA devido à similaridade de cargas e 
estrutural entre essas moléculas (FAROOQUI, 1980). A resina foi utilizada para teste 
de ligação da polimerase KOD e, como esperado, houve interação entre as  
mesmas, como mostrado na figura 4.4-D, lanes eluição 1 e eluição 2. Novamente foi 
observada a presença da banda referente à proteína de interesse na fração não 
ligada, provavelmente devido a saturação da resina. Como observado 
anteriormente, houve novamente a ligação de contaminantes de diferentes pesos 
moleculares, com provável afinidade semelhante à da proteína de interesse, com a 














Figura 4.4 – Análise por SDS-PAGE das frações obtidas a partir dos ensaios de interação da 
polimerase KOD1 com as resinas A- DEAE-C, B- CMC, C- FENIL-SEPHAROSE e D- HEPARINA-
SEPHAROSE. Pós incubação: referem-se às amostras antes de serem submetidas às 
cromatografias, não-ligado: fração coletada que não interagiu com a resina em questão, lavagem 3: 
Terceira lavagem realizada com tampão de ligação, eluição 1/eluição 2: Frações referentes aos 
eluatos. 
Sendo assim, a presença de bandas referentes a contaminantes foi sempre 
observada nos géis de poliacrilamida referentes às frações eluidas das resinas, 
indicando que nenhuma delas seria individualmente eficiente para purificar a 
polimerase.  Após essa análise e a constatação de que não houve diferença 
significativa entre o padrão de ligação da amostra às resinas foi definido que a 
estratégia de purificação da DNA polimerase KOD1 seria realizada com a 
combinação de resinas cromatográficas.  
A primeira etapa da estratégia de purificação foi baseada em trabalhos 
anteriormente realizados na expressão e purificação de DNA polimerases (LAWYER 
et.al, 1993; MUSSAKHMETOV et. al, 2014) e consistiu na passagem da fração 
solúvel desnaturada a 70°C na resina heparina-sepharose. O resultado dessa etapa 
cromatográfica está mostrado na figura 4.5. Foi possível obter frações contendo a 
proteína de interesse e eliminar parte dos contaminantes da amostra, porém ainda 
pode-se observar a presença de bandas de diferentes pesos moleculares. Essas 
bandas podem ser provenientes tanto da presença de contaminantes quanto serem 
produto de degradação ocorrida com a proteína de interesse, o que explicaria sua 
















Figura 4.5 – A) Cromatograma proveniente da purificação da proteína recombinante por 
cromatografia em coluna Heparina-sepharose. Frações 1 a 7: correspondem ao não-ligado 
(flowthrough), frações 8 e 9: Etapas de lavagem e frações 10 a 64: Eluato.   B) SDS-PAGE 10% com 
as amostras coletadas da purificação por cromatografia em coluna Heparina-sepharose. É possível 
observar maior presença da proteína de interesse nas frações 40 a 45 do eluato. 
Após realização das etapas acima mencionadas foi possível observar que o 
fracionamento não produziu frações puras da proteína de interesse. Por isso, foi 
acrescentada uma etapa adicional à purificação, de cromatografia em resina de 
interação hidrofóbica fenil-sepharose.  Para isso foram coletadas as frações 40 a 48 









ajustado com sulfato de amônio 1 M.  Entretanto, o resultado desta nova etapa ainda 
não foi capaz de produzir frações completamente puras da proteína de interesse, 
como pode ser observado na figura 4.6-B. As frações 29 a 35 do eluato 
apresentavam presença da proteína de interesse em maior quantidade, porém com 
grande presença de contaminantes. Por isso, as frações 36 a 44 do eluato, com 
presença somente de duas bandas majoritarias de contaminação, de 
aproximadamente 20 e 70 kDa, foram concentradas e dialisadas em tampão de 










Figura 4.6 – A) Cromatograma proveniente da purificação da proteína recombinante por 
cromatografia em coluna Fenil-sefarose. Fração 1: Não-ligado, frações 2 e 3: Lavagem e frações 4 a 














4.3 AVALIAÇÃO DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA PROTEÍNA DNA 
POLIMERASE KOD1 RECOMBINANTE 
Foram testadas reações de PCR com diluições (1, 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20) da 
amostra pós-purificação contendo a enzima em que um fragmento de 
aproximadamente 300 pb deveria ser amplificado. Análise em gel de agarose 1% 
demonstrou que a enzima KOD1 foi capaz de amplificar o fragmento de interesse 
(Figura 4.7) em reações com todas as diluições, indicando que  a polimerase 
recombinante produzida em E. coli possui atividade.  
 
Figura 4.7 – Gel de agarose 1% com reações de PCR realizadas com diluições da enzima 
polimerase KOD1 recombinante. C, controle , reação de PCR sem a adição de enzima. 
Em seguida foi realizada novamente a reação mencionada acima (para 
amplificação de um fragmento de aproximadamente 300 bp) paralelamente à reação 
para amplificação de um fragmento de aproximadamente 750 bp. O resultado 
mostrado na figura 4.8 confirma a eficiência da enzima recombinante na 





Figura 4.8 – Gel de agarose 1% com reações de PCR realizadas com diluições da enzima 
polimerase KOD1 recombinante. 1: Reação para amplificação de um fragmento de ~300 bp. 2: 
Reação para amplificação de um fragmento de ~750 bp. C  - controle: Reação de PCR sem a adição 
de enzima. 
4.4 DEFINIÇÃO DE TAMPÃO DE REAÇÃO PARA PCR COM A PROTEÍNA 
RECOMBINANTE 
Reações de PCR para amplificação do mesmo fragmento de 300 bp utilizado 
nas reações anteriores para avaliação dos tampões descritos no item 3.11 foram 
realizadas. O resultado está mostrado na figura 4.9. Podemos observar  que tanto 
na reação com o tampão comercial da PfxTM (Amplification buffer) (Invitrogen) 
(composição não fornecida pelo fabricante), quanto com os tampões produzidos 
como descrito no item 3.11 (com ausência ou presença de sulfato de amônio) 
ocorreu a amplificação específica do fragmento de interesse de aproximadamente 
300 bp. Com isso, conclui-se a produção bem sucedida de uma DNA polimerase 
termoestável conjuntamente com seu tampão de reação.  
 
Figura 4.9 - Gel de agarose 1% com reações de PCR realizadas com 1: tampão de reação Pfx
TM
 
Amplification buffer (Invitrogen), 2: tampão produzido sem adição de sulfato de amônio e 3: tampão 
produzido com adição de sulfato de amônio.  
5 CONCLUSÃO 
Com os resultados aqui apresentados pudemos observar que a expressão 
da DNA polimerase KOD1 recombinante em E. coli foi bem sucedida e que a 
proteína foi expressa em sua forma solúvel. Os passos de purificação realizados 
possibilitaram a obtenção da proteína em sua forma ativa, disponível para produção 




que o valor para obtenção da mesma será muito mais viável. É importante ressaltar 
que projetos realizados nas dependências da FIOCRUZ/PR incluem clonagem de 
genes para expressão de proteínas, construção de cassetes para knockout gênico, 
entre outros experimentos que requerem a alta fidelidade na amplificação de 
fragmentos de interesse, portanto, a maior acessibilidade ao uso da DNA polimerase 
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